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Abstract 


In a test strip for the detection of a component in a liquid sample, the strip comprising a support layer, a 


microporous polymer layer and a reagent for the detection of the component to be determined, the 


improvement wherein the microporous polymer layer is a membrane which has an asymmetric pore 


structure with the narrower pores being on the side to which the sample is applied, and the support layer is 


macroscopically smooth. The porous membrane is produced by coagulation from solution. 
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® Testvorrlchtung und Methode mm Nachwala elner Komponenta elner flUialgen 

© Die voriiegende Erfindung betrtfft eln verbessertes analy- 
tisches Element fur die spektrophotometrische Analyse elner 
Komponente elner FIGsslgkelt, Insbesondere elner K6rperfI0s- 
elgkett. Kennzeichnend fur das erflndungsgemaBe analytlsche 
Dement 1st, daB as mindestens elne asymmetrische, nach dem 
Koagulationsverf ahren hergestelle Membran aufweist. 



a 

10 



Si 



ACTORUM AO 



- 1 - 



0154839 



BAYER AKTIENGESELLSCHAFT 5090 Leverkusen, Bayerwerk 

Konzernverwaltung RP . 
Patentabteilung Sft/ABc 



Testvorrichtung und Methode zum Nachweis einer Komponente 
einer fldssigen Probe 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes ana- 
lytisches Element far die spektrophotoraetrische Analyse 
einer Komponente einer Fldssigkeit, insbesondere einer 
K5rperflQssigkeit. Kennzeichnend ftlr das erfindungs- 
5 gerafiBe analytische Element ist, daB es mindestens eine 
asymraetrische, nach dem Koagulationsverf ahren herge- 
stellte Membran aufweist. 

Die Bestiramung einer Komponente einer FlQssigkeit mittels 
"trockener" Reagenzien (z.B. Teststrexf en) gewinnt ins- 

10 besondere in der klinischen Diagnostik immer mehr an Be- 
deutung. So wird der Nachweis bestimmter Harn-, Serum- 
oder Blutkomponenten wie Glucose, Bilirubin, Harnstoff 
oder Proteine in zunehmendera MaBe mit Hilfe von Test- 
streifen durchgef Qhrt. Derartige Analysen sind im Ver- 

15 gleich zu den konventionellen naBchemischen Methoden 
schneller, einfacher und preisgQnstiger. . 

Bei den tiblicherweise verwendeten Teststreifen far 
flttssige Proben sind die ftlr die Bestimmung des ge- 
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suchten Analyten erforderlichen Reagenzien In einem ge- 
eigneten, flussigkeitsaufnehroenden Tragermaterial enthal- 
ten. Wird die flttssige Probe auf diesen TrHger aufgegeben, 
so kommt es zur Diffusion der Flllssigkeit ins Trager- 
innere (Reaktionsraum) , wobei die Nachweisreagenzien nit 
der zu analysierenden Probenkoraponente z.B. eine spezi- 
fische, konzentrationsabhSngige FSrbung ergeben. 

Als fltissigkeitsaufnehmende Tragermaterial ien wurden an- 
fanglich einfache und in der Folgezeit chemisch modifi- 
zierte Papiere eingesetzt, die mit den Nachweisreagen- 
zien getrankt wurden. Wegen ihrer mangelnden Homogenitat 
beziiglioh Schichtdicke und Zusanunensetzung sind jedoch 
Papiere fur quantitative Bestimmungen wenig geeignet. 

Einen wichtigen Fortschritt in der quantitativen Test- 
streifen-Diagnostik stellte die Verwendung von polymerem 
Tragermaterial mittels geeigneter Beschichtungstechnolo- 
gien dar. 

So wird in der DE-AS 2 332 760 eine mehrschichtige Test- 
vorrichtung aus transparentem Trager, Gelatineschicht und 
mikroporoser, fttllstoffhaltiger Celluloseacetatschicht 
beschrieben. Die Gelatineschicht enthait die Reagenzien 
und dient damit als Reaktions- und Nachweiszone. Funk- 
tion der mikroporSsen Celluloseacetatschicht ist die ho- 
mogene Verteilung der Probe, die Abtrennung der Erythro- 
cyten und die Reflexion der von der Tragerseite einge- 
strahlten MeBstrahlung. 

Ein vorteil von Gelatineschichten enthaltenden Testvor- 
richtungen ist, daB die zu ihrer Herstellung benutzte 
Beschichtungstechnologie aus der Fotographie bekannt und 
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technisch ausgereift ist. Nachteilig ist bei solchen Sys- 
temen vie auch bei anderen Testvorrichtungen, die in 
Wasser guellende Polymere (z.B. Agarose) enthalten, daS 
neben der Nachweisreaktion auch noch Quellvorgange ab- 
laufen, so daS es erst nach iangerer Zeit zum Stillstand 
der Reaktion kommt. Man kann somit zur schnellen Analyse 
nicht die Endpunktbestimmung sondern nur die Kinetik der 
Reaktion heranziehen. Dm quantitative Analysen zu er- 
moglichen, muB man die Probe dosieren. Gelatine ist da- 
ruberhinaus nicht ideal wegen der begrenzten Haltbarkeit 
der biochemischen Nachweisreagentien in Gelatine und 
wegen der begrenzten Stabilitat der bei der Nachweis- 
reaktion gebildeten Farbung (eine Auswertung der Ana- 
lyse erst nach mehreren Tagen ist daher nicht mOglich) . 
AuBerdem ist Gelatine anfallig gegenQber Proteasen, die 
als Verunreinigung in den fQr die Nachweisreaktion be- 
nOtigten Enzymen tlblicherweise vorkommen. 

Bin weiteres Teststreifensystem auf Polymerbasis zur 
Bestimmung von Inhaltsstof f en in KOrperf lQssigkeiten 
wird in der Burop. Patentanmeldung 0 064 710 beschrie- 
ben. Als Matrix fQr die Reagenzien dient hierbei ein 
poroser Polymerf ilm, hergestellt durch Eintrocknen eines 
Latex (z.B. einer waBrigen Polyvinylpropionat-Dispersion) 
in Gegenwart eines Porenbildners (z.B. Kieselgel) . Die 
zu analysierende, flQssige Probe wird direkt auf die 
Reagenzschicht, die sich auf einer PVC-Folie befindet, 
aufgegeben. Nach einer bestimmten Zeit werden der Prooen- 
QberschuB bzw. die Erythrozyten abgewischt und die Farb- 
reaktion von der tragerabgewandten Seite aus beobachtet 
bzw. reflektometrisch bestimmt. 
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Unbefriedigend bei diesem System (ganz allgemein bei Sys- 
teroen, bei denen die Probe direkt auf die Reagenzschicht 
aufgebracht wird) ist das sogenannte Ausbluten. Es kdnnen 
sich nSmlich Nachweisreagenzien aus der Reagenz-Schicht, 

5 insbesondere wasserlGsliche (z.B. Enzyme) , im Probenaber- 
schuB lGsen, die dann beiro Abwischen dem System entzogen 
werden und zu einer VerfSlschung der Ergebnisse filhren. 
Aus diesem Grunde sind auch Teststreif enentwicklungen 
interessant, bei denen die Auswertung flber einen trans- 

10 parenten TrSger raOglich ist r so dafl man auf das Abwischen 
der Probe verzichten kann. 

Weitere Nachteile des Systems von EP-A 64 710 sind, daB 
man die Probe relativ lange (z.B. 2 Min.) einwir- 
ken lassen muB und daB die Einstellung gezielter, ins- 
15 besondere relativ groBer Poren (im Bereich von pm) proble- 
matisch ist. Derartige groSporige Systeme w5ren vor allem 
far den Nachweis von hGhermolekularen Analyten interessant. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Entwicklung eines 
neuen Testmittels, insbesondere far Komponenten im Voll- 

20 blut, das bei einfacher Handhabung mGglichst quantitative 
Ergebnisse lief ert. Bine einf ache Handhabung ist insc "em 
wichtig, als die Teststreif endiagnostik in zunehmendera 
MaBe auch von Nicht-Fachleuten angewandt wird, far die 
insbesondere eine genaue Dosierung der Probenmenge oder 

25 auch das Abwischen des Probenaberschusses nach definierten 
Zeiten problematisch ist. 
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Das Testmittel soli einfach und in gleichbleibender Quali- 
tat herstellbar sein und insbesondere folgende Eigen- 
schaften besitzent 

- reproduzierbare Abhangigkeit der Parbreaktion von der 
5 Analyt -Konzentration? . 

- intensive parbungen; 

- schnelle Reaktion (Endpunktbestimmung) / 

- Ablesbarkeit von der Tragerseite und (nach Abwischen) 
von der Aufgabenseite aus; 

10 - Messung von Vollblut mBglich; 

- gute Haltbarkeit der Farben und des gesamten Systems; 

- einfache Einstellung gezielter PorengrSBen; 

- Dnabhangigkeit der Analysenwerte vom aufgegebenen 
Pr obenvol uraen ; 

15 - nicht guellende Polyroermatrix; 

- kein Ausbluten. 

Es wurde nun ttberraschenderweise gefunden, daB nach der 
Methode der Membranherstellung durch Koagulation von 
PolyinerlOsungen Testvorrichtungen mit Polymerschichten 

20 fflr die Probenapplikation hergestellt werden kBnnen, die 
alleine Oder auch in Kombination mit weiteren Elementen 
alien Anforderungen der klinischen Diagnostik gendgen, 
ohne die oben genannten Mangel aufzuweisen. So eignet 
sich zur Herstellung von Membranen nach der Koagulations- 

2 5 methode eine Vielzahl von Polymersystemen mit unterschied- 
lichster chemischer Konstitution (z.B. hydrophil; hydrophob 
saure bzw. basische Ionenaustauscherf unktionen) , die 
spezifische Trennungen erm6glichen und biologisch nicht 
abbaubar sind. AuBerdem lassen sich Qber das Herstell- 

30 verfahreh Membranen mit unterschiedlichen definierten 
PorengrSBen und Porenvolumina herstellen, wodurch die 
gezielte Separation von stSrenden Bestandteilen ermiJg- 

Le A 22 682 



0154839 



licht wird und das System selbstdosierend wirkt. 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist eine Testvor- 
richtung fOr den Nachweis einer Komponente in einer 
flttssigen Probe, insbesondere in einer KGrperf lassig- 
keit wie Blut oder Urin, wobei die Vorrichtung eine 
Tragerschicht, eine mikroporSse Polymers chicht, ge- 
gebenenfalls weitere Schichten, sowie in einer oder 
mehreren der Schichten inkorporiert Reagentien fttr den 
Nachweis der zu bestimmenden Komponenten urafaSt. Kenn- 
zeichnend fOr die Erfindung ist einerseits die Ver- 
wendung einer mikroporfisen Polymerschicht, welche eine 
nach der Koagulationsmethode hergestellte Membran ist, 
die eine asymmetrische Porenstruktur aufweist, wobei 
sich die Poren zu der far die Probenaufgabe vorge- 
sehenen Seite der Testvorrichtung hin verengen, und 
andererseits die Verwendung einer makroskopisch 
glatten Tragerschicht, die vorzugsweise unter den 
Testbedingungen far die Probe undurchiassig ist. 

Erfindungsgemas kommen vorzugsweise mikroporSse Pilrae 
aus vollsynthetischen Polymeren in Frage, die rait de- 
finierten Porenvolumina und variablen PorengrCBen her- 
ges .ellt werden kOnnen. Der vollsynthetische Charakter 
der Polymeren ist deswegen wichtig, da diese - im Gegen- 
satz zu natarlichen oder halbsynthetischen Produkten - 
in hoher Reproduzierbarkeit hergestellt werden kfinnen 
und eine einfache Qualitatskontrolle ermQglichen. 

MikroporOse Polymerf ilme (Membranen) , die unter -Anwen- 
dung eines auBeren Druckes zur groBtechnischen Trennung 
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von molekularen Mischungen eingesetzt werden, sind schon 
seit l&ngerem bekannt und auch kommerziell erhMltlich. 
Es gibt mehrere Verfahren, derartige Membranen herzu- 
stellen, wobei die sogenannte "Phaseninversions-Methode" 
5 : die grBBte Bedeutung erreicht hat. Uber die Grundlagen 
dieser Technologie informiert z.B. H. Strathmann, "Tren- 
nungen von molekularen Mischungen mit Hilfe synthetischer 
Membranen", Steinkopfverlag Darmstadt (1979). 

Innerhalb des Phaseninversionsverf ahrens gibt es ver- 

10 schiedene Varianten. Beim Koagulationsverfahren wird im 
Prinzip so vorgegangen, daB man einen festen TrSger 
mit einer Polymerlttsung (GieBlOsung) von gleichmSfliger 
Dicke (z.B. 100 um) beschichtet, gegebenenfalls einer 
Atmosphere, welche ein Nichtlttsungsmittel (bevorzugt 

15 Wasser) fiir das Polymere in Dampfform enthSlt, bis zur 
teilweisen oder vollstandigen Gelierung der Ltfsung aus- 
setzt, und anschlieBend in ein Koagulationsbad taucht, 
wobei ein fester, mikroporttser Film mit asymmetrischer 
Struktur entsteht. Bleibt der Membranfilm wShrend der 

20 Koagulation auf dem festen TrSger haften (bei Verwendung 
von speziellen porttsen Polymervliesen oder Polymer f olien) , 
so erhcllt man trSgergestlitzte Membranen. L5st sich der 
Membranfilm wShrend der Koagulation vom festen TrSger 
(z.B. bei Verwendung von Glas) , so entstehen tr&ger- 

25 freie Membranen. Die Koagulationsf ltlssigkeit ist so 

beschaffen, daB sie mit dem Ldsungsmittel der Giefi Id- 
sung mischbar, flir das Polymere aber ein FSllmittel ist. 
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Typisch fur diese Variante ist, daB die Koagulation 
(Porenbildung) im wesentlichen erst beim Eintauchen in 
die Koagulationsfltissigkeit erfolgt und daB asynunetrische 
Membranstrukturen entstehen. Asymraetrisch bedeutet da- 
5 bei, daB sich die Poren - von der Membranunterseite 
(TrSgerseite) aus betrachtet - zur Membranoberf lache 
hin verengen. 

Das VerhSltnis der durchschnittlichen Porendurch- 
messer an der Membranunterseite zu jener an der Membran- 

10 oberf lache (bestimmbar z.B. mittels elektronenmikrosko- 
pischer Aufnahmen) ist dabei in der Regel grdBer als 
5:1, bevorzugt grSBer als 10 : 1 f besonders bevorzugt 
gr5Ber als 30 : 1. Wie sich zeigte, hat die erfindungs- 
gemSBe Verwendung derartiger Membranen den Vorteil, daB 

15 bei Produktaufgabe auf die Membranoberf lache eine Ver- 
stopfung der Poren verhindert wird. 

Die Mehrzahl der kauflichen Membranen wird nach diesem 
Verfahren hergestellt. Es wurde bereits vorgeschlagen, 
derartige Membranen direkt als Tragermatrix fur Nac *eis- 
20 systeme einzusetzen (US 3 607 093), indem die fertigen 
Membranen nachtraglich rait den Testreagenzien getrSnkt 
wurden. Die kauflichen, tragergesttltzten Membranen er- 
fiillen jedoch die in der Praxis an die Reproduzierbar- 
keit gestellten Anf orderungen nicht. 

25 Diese Membranen befinden sich nSmlich auf porSsen TrSger- 
vliesen, z.B. aus Polyethylen, Polypropylen oder Polyes- 
ter, die makroskopisch nicht glatt sind. Dadurch ist die 
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Membranschichtdicke und damit das Porenvolumen relativ 
starken Schwankungen untervorfen, was zu Streuungen bei 
der Nachweisreaktion fiihrt. AuBerdem hat der pordse, 
flUssigkeitsaufnehmende Charakter der TrBgervliese zur 
5 Folge, daB nicht allein das Porenvolumen der Membran fiir 
die aufgenommene Flttssigkeitsmenge verantwortlich ist, 
sondern auch der porbse TrSger, der aufgrund von Kapillar- 
krSften Flttssigkeit aufsaugt. 

TrSgerfreie asymmetrische Membranen wurden bisher noch 
10 nicht fttr die Herstellung von Testvorrichtungen einge- 
setzt oder vorgeschlagen. Sie sind jedoch erfindungs- 
geraSB weniger bevorzugt, da sie schwierig zu handhaben 
sind und in der Regel nur dann getrocknet werden kttnnen, 
wenn sie mit Konservierungsmitteln imprSgniert sind. Sie 
15 erfordern daher bei der Herstellung eines Testmittels 
einen weiteren Arbeitsschritt, nSmlich das Auf bring en 
auf einen TrSger. Hierzu kttnnen Klebstoffe verwendet 
werden, die jedoch zu weiteren Komplikationen ftthren 
kBnnen (z.B. AnlSsen der Membran; Fliissigkeitsauf nahme) . 

20 Das Einbringen der Nachweisreagentien in die fertigen 
Membranen erfolgt bei dem im US-Patent 3 607 093 be- 
schriebenen System durch TrSnken. Da in der Regel sowohl 
organische als auch wasserldsliche Reagenzien eingebrach 
werden mttssen, ist man sowohl auf TrSnkung in organischer 

25 LGsung als auch auf eine TrSnkung in waBriger L6sung 
angewiesen. 
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Man 1st daher auf Membranen beschrankt, die gegen das 
entsprechende organische L8sungsmittel bestandig sind. 
Auflerdem neigen derartige Systeme, die mit den Nachweis- 
reagenzien lediglich getrankt werden, zum Ausbluten. 

Eine weitere Variante der Membranherstellung nach der 
Phaseninversionsmethode beruht darauf , da£ man ein 
Polymer in einem Gemisch aus einem guten, leicht ver- 
dampfbaren und einem schlechten, hdher siedenden Ldsungs- 
mittel lost. Verstreicht man eine derartige L5sung zu 
einem Film und ftthrt Warme zu, so verdampft das gute, 
leicht siedende L6sungsmittel zuerst r wShrend sich das 
fur das Polymer schlechte LSsungsmittel anreichert und 
das System zur Koagulation bringt. AnschlieBend kann 
gegebenenfalls zum Auswaschen der Reste des hochsiedenden 
Ldsungsmittels die Membran noch in ein fliissiges Bad 
getaucht werden, das jedoch im Gegensatz zu der oben 
beschriebenen Koagulation im Fallbad nicht wesentlich 
zur Membranbildung beitragt. 

Nach dieser Methode erh&lt man keine asymmetrische 
Strukturen. AuBerdem k6nnen praktisch nur solche Poly- 
mere verwendet werden, fiir die es ein gutes, leicht 
siedendes LSsungsmittel gibt, was die Polymerauswahl 
sehr einschrSnkt. So wurden nach dieser Methode bisher 
in der Praxis lediglich die halbsynthetischen Cellulose- 
derivate (z.B. Celluloseacetat, Cellulosenitrat) , fttr die 
Aceton ein sehr gutes Losungsmittel ist, zu Membranen 
verarbeitet. Beispielsweise -urden die gemSB DE-AS 2 332 
760 verwendeten, auf Gelatineschichten befindlichen 
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Filterschicht n aus C lluloseacetat (" blush-Polymer - 
Schichten") in dem LSsungsmittelsysten Aceton/Toluol 
hergestellt. 

Diese Methode wurde, wie in der DOS 2 602 975 beschrie- 
5 ben, auch schon zur Herstellung einschichtiger Nachweis- 
systeme verwendet, wobei die Reagenzien in die Polymer- 
Ittsung eingearbeitet wurden. Nach diesera Verfahren wurden 
daher direkt por6se, die Nachweisreagenzien enthaltende 
Membranen erhalten. Die Herstellung der Testelemente je- 

10 m&B DOS 2 602 975 erfolgt auf einer Glasplatte, von der 
die Membranen nach dem Trocknen abgezogen und auf eine 
Kunststof folie aufgeklebt wurde. Hierbei ergeben sich 
die oben beschriebenen Schwierigkeiten der trSgerfreien 
Membranen. In DOS 2 602 975 wird auch beschrieben, daB 

15 man die Nachweissysteme direkt auf einem integralen 

Substrat herstellen kann, indem man die Glasplatte durch 
eine Polymerfolie ersetzt, die so beschaffen sein muB, 
daB sie mit dem verwendeten L6sungsmittelsystem chemisch 
oder physikalisch reagiert, wobei es zum Verschmelzen 

20 der Membran mit der TrSgerfolie kommt. Bei diesem ProzeB 
ist man jedoch sehr wenig variabel, da die IiBsungsmittel- 
zusammensetzung und die Abdampf zeit danach gewShlt wer- 
den mttssen, in welcher Porositfit man die Membran her- 
stellen will. Man wird demnach den TrSger unterschiedlich 

25 6tark beeinf lussen, je nachdem, ob man fein- Oder grob- 
por5se Membranen herstellen will. Bei transparenten 
TrSgern wird durch das AnlSsen in der Regel auch die 
LichtdurchlSssigkeit beeintr&chtigt, wodurch das Aus- 
werten von der Tragerseite aus problematisch ist. 
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Aufierdem kommt es bei Polymerf olien, die von LSsungs- 
mitteln angegriffen verden, in der Kegel zu irrever- 
siblen VerSnderungen, wie Quellen, Schrumpfen Oder 
Unebenheiten, insbesondere wenn die Kontaktzeit zwischen 
5 L5sungsmittel und PolymertrSger relativ lange dauert, 

was bei der dort beschriebenen Art der Membranherstellung 
der Fall ist. Diese Methode ist demnach zur Herstellung 
von trSgergestiitzten mikroporttsen Polymerf ilmen, die die 
Anforderungen fttr ReagenzientrSger erfQllen sollen, nicht 
10 geeignet. 

Details der Herstellung von mikroporSsen FlSchenge- 
bilden nach dem erf indungsgemSB anzuwendenden Koagulations- 
verfahren werden in einer Vielzahl von Ver5f f entlichungen 
angegeben. So wird in der Deutchen Patentschrift 

15 1 110607 fQr die Koagulation von Polyurethanen auf 
Polyetherbasis vorgeschlagen r hygroskopische Polyure- 
thanlBsungen (als LSsungsmittel dient dabei z.B. Di- 
methylformamid) der Einwirkung einer wasserdampfhaltigen, 
gegebenenfalls in Zirkulation versetzten AtmosphSre aus- 

20 zusefczen, welche eine relative Feuchtigkeit von 15 bis 
100 % bei einer Tempera tur des trockenen Thermometers 
von 10 bis 38°C besitzt. Wegen der Absorption von Wasser 
infolge der Hygroskopie des LSsungsmittels beginnt das 
Polyurethan aus der LSsung von der Oberfl&che her auszu- 

25 fallen, wahrscheinlich unter PrSformierung der mikro- 
porSsen Struktur. Beim Einlegen der auf diese Weise 
vorgelierten Filme oder Oberziige in Wasser wird unter 
Koagulation der Ldsung das hygroskopische LSsungsmittel 
aus dem Film vollstandig entfernt. 
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Die DE-OS 1 444 163 gibt ein etwas modif iziertes Ver- 
fahren an: Durch Zugabe von kleineren Anteilen an 
Nichtl5sungsmitteln (z.B. Wasser) wird die Polyurethan- 

lttsung erst in den Zustand beginnender Phasentrennung, 
5 d.h. in eine leicht trlibe, dispersionsartige Form ge- 

bracht, bevor sie (nach dem Aufstreichen in FlSchenform) 
direkt, also ohne Vorgelierung in feuchter AtmosphSre, 
durch Eintauchen in das NichtlSsungsmittel koaguliert 
wird. 

10 In der DE-OS 1 444 165 wird ein weiteres Verfahren ange- 
geben, wonach sich die PolymerlGsung ohne Vorgelierung 
durch indirekte Koagulation in einer Mischung aus Nicht- 
Ittsungsmittel und LOsungsmittel {z.B. Dime thy lformamid/ 
H 2 0 in einem MischungsverhSltnis zwischen 10:90 und 95:5) 

15 in mikropor5se Folien tlberftthren lSBt. 

Nach einer weiteren Variante, welche in der belgischen 
Patentschrift 624 250 beschrieben ist, setzt man der 
PolymerlBsung so viel NichtlBser zu, daB sich das Poly- 
mer als Gel abscheidet. Man streicht dann erst dieses 
20 Gel auf ein Substrat und koaguliert mit NichtlSsungs- 
mittel (Wasser) zu einem mikroporBsen Gebilde. 

In de- DE-AS 1 238 206 wird angegeben, daB eine direkte 
Koagulation von ElastomerlBsungen dann zu mikropor6sen 
Strukturen fiihrt, wenn man die beschichteten Substrate 
25 in BSdern, welche bis in die NShe des Siedepunktes der 
Badflttssigkeit erhitzt sind, z.B. in heiBem Wasser von 
95°C/ koaguliert. 
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Verbesserte Ergebnisse werden erhalten, wenn auch 
die Vorgelierung b i erhShter Tempera tur stattfindet. So 
beschreibt die DE-OS 2 025 616 ein Verfahren zur Her- 
stellung mikroporoser Flachengebilde, bei dem man eine 
dtlnne Schicht einer PolyurethanlBsung einer Wasserdampf- 
atmosphare von mindestens 50 % relativer Feuchtigkeit bei 
Tempera turen oberhalb von 65°C aussetzt, anschlieBend 
in wSBrigen KoagulationsbSdern die Hauptmenge des L6- 
sungsmittels entfernt und dann trocknet. 

GemSB DE-OS 2 125 908 wird iiber eine Schicht einer Poly- 
urethanldsung Wasserdampf mit einer Temperatur zwischen 
101°C und 190°C geftthrt, bis der Gehalt der Schicht an 
organischem Ldsungsmittel auf weniger als 50 Gew.-% gesun- 
ken und die Schicht in ein festes, mechanisch stabiles 
mikroporSses Flachengebilde tibergegangen ist. Dieses Ver- 
fahren hat insbesondere den Vorteil, daB in kurzer Zeit 
und in einem einzigen Verfahrensschritt aus einer Poly- 
urethanltfsung ein mikroporSses Endprodukt entsteht. 

Bei den genannten Verfahren kSnnen den PolymerlBsungen 
zwecks Verbesserung der Koagulierbarkeit bestimmte Koa- 
gulationshilfsmittel zugesetzt werden. So beschreiben 
die DE-AS 1 270 276, die DE-OS 1 694 171 und die DE-OS 
1 769 277 Verfahren zur Herstellung wasserdampfdurch- 
lassiger Flachengebilde, bei denen LSsungen von 90 bis 
70 Gew.-Teilen an Polyurethanen bzw. Polyharnstof f en und 
10 bis 30 Gew.-Teilen an hochmolekularen, im wesent- 
lichen linearen, kationischen Polyurethanen, die 0,5 
bis 2,0 Gew.-% guartare Ammonium-Stickstof f-Atome ent- 
halten, gegebenenf alls nach Gelierung an feuchter Luft, 
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Bit Wasser bzw. ein m Gemisch aus Wasser und Ldsungs- 
mittel koaguliert werden. Neben den kationischen Polyure- 
thanen kOnnen diese LBsungen als zusMtzliche Koagulations- 
regulatoren auch noch anionische Gerbstoffe enthalten. 

5 In vielen FSllen kann gemSB DE-OS 2 427 274 eine weitere 
Verbesserung dadurch erreicht werden , daB die zu koagu- 
lierenden PolyurethanlBsungen bestimmte kationische bzw. 
anionische Polyurethanharnstof f suspensionen allein, 
oder vorzugsweise gleichzeitig kationische und anionische 
10 Polyurethan(harnstoff )e in Salzform enthalten. Es ge- 
lingt auf diese Weise, auch die Koagulation von schwer 
verarbeitbaren Polyurethanlosungen so zu regulieren, 
daB FISchengebilde mit bef riedigender MikroporBsitat 
entstehen. 

15 Nach den in den genannten Druckschrif ten beschriebenen 

Verfahren lassen sich praktisch aus jedem ltfslichen Poly- 
meren mikropordse Membranen herstellen, wobei ttber ver- 
schiedene Parameter (z.B. Konzentration der GieBlttsung, 
Temperatur, Additive, Natur der Koagulationsf liissigkeit) 

20 - gegebenenfalls nach wenigen Vorversuchen - gezielte 
PorengrBBen einstellbar sind. 

Aus diesen MBglichkeiten ergeben sich auch die Vorteile 
der vorliegenden Erfindung. So kann die polymere Mem- 
bran in einfacher Weise bzgl. Zusammensetzung und PorBsi- 
25 tat auf das beabsichtigte Nachweissystem abgestimmt wer- 
den. 
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In den meisten FMllen ist es erf indungsgeraSB bevorzugt, 
die Koagulation direkt in einem w&Brigen Koagulations- 
bad, d.h. ohne besondere Vorbehandlung , auszuftthren. 

Die Eigenschaften der erf indungsgemSBen Nachweiselemente 
5 (HoroogenitSt und Intensity t der Farbreaktion, Ausbluten, 
Haltbarkeit des Nachweissys terns, Erythrozytenabwisch- 
barkeit und Geschwindigkeit der Nachweisreaktion) hSngen 
stark von der Art des verwendeten Polymersy stems ab. 

Urn die Forderungen nach einfacher maschineller Herstell- 

10 barkeit, definiertem Porenvolumen und Auswerten von der 
TrSgerrttckseite aus zu erftillen, werden erf indungsgemaB 
vorzugsweise solche Polymer-GieBlttsungen eingesetzt, 
daB die Membranherstellung direkt auf einem makroskopisch 
glatten, undurchlSssig. n Tr&ger erfolgen kann. Werden 

15 die GieBlBsungen konventioneller Membranen (z.B. Cellu- 
loseacetat Oder Polysulf on) auf glatte, undurchlSssige 
Folien aufgetragen, so 15st sich der bei der Koagulation 
entstehende feste Film vom TrSger, falls der Tr&ger 
nicht vom LBsungsmittel so stark angegriffen wird, 

20 daB er mit der Membran verschmilzt. Dies ftihrt jedoch 
zu einer Streuung der MeBergebnisse. Um dieses Problem 
zu vermeiden r muB bei der direkten Herstellung trSger- 
gestiitzter Membranen das System GieB16sung-Trfiger 
so aufeinander abgestimmt werden, daB die GieB16sung 

25 eine hohe Affinit&t zum TrSger hat, ohne ihn anzugreifen, 
d.h. aufzuldsen. 
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Als gttnstig haben sich solche Polymersysteme erviesen, 
di sich in an sich bekannter Weise beztiglich ihrer 
Hydrophilie/Hydrophobie-Balance variieren lassen. In 
diesem Zusaramenhang sind besonders Polymere Bit ioni- 
5 schen Gruppen von Vorteil, die gegebenenf alls auch als 
Komponente in einer Polymermischung eingesetzt werden 
kBnnen. Die hydrophilen (bzw. hydrophoben) Eigenschaf ten 
der Polymerraembran Jcttnnen z.B. von Bedeutung fttr die 
Optimierung der Farbreaktion sein (hSuf ig wird die Farbe 
10 intensiver, wenn das Polymer ionische Gruppen enthait) . 

Beispiele fttr Polymere, aus denen sich geeignete GieB- 

Idsungen fttr die erf indungsgemSB beanspruchten Nachweis- 

elemente herstellen lassen, sind: a 

Na® 
6 

Polyamide, Polyamide mit Disulf imidgruppen (-S0 2 -N-S0 2 -) 
15 (siehe z.B. US-PS 4 269 967), Polyethercarbonate (siehe 
z.B. DE-OS 2 251 066) Polyacrylnitril und Polyurethane, 
wie sie z.B. in der DE-OS 24 27 274 und den dort zitierten 
Druckschrif ten beschrieben werden. 

Bevorzugte GieBldsungen werden erhalten, wenn man den 
20 LSsungen der genannten Polymeren an sich bekannte wSB- 

rige Polymerdispersionen, die vorzugsweise ionische Grup- 
pen aufweisen, z.B. aus Polyvinylverbindungen , Vinyl- 
Mi schpolymerisaten, PolystyrolsulfonsMuren, Polyamiden 
Oder Polyurethanen, zumischt. Ganz besonders geeignet 
25 sind GieBl&sungen, die aus Mischungen von Polyurethan- 

ISsungen mit wSBrigen Polyurethandispersionen (siehe z.B. 
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Angew. Makromol. Chem. 98 (1981) 133 uad die schon er- 
wahnte DE-OS 2427 274 and die dort zitierten Druckschrif- 
ten) bestehen. Die Polyur thandispersionen kOnnen nicht- 
xonisch oder vorzugsweise ionisch sein, wobei die ioni- 
schen Reste z.B. -SO3-, -co<f Oder -NV-Gruppen sein 
kSnnen. J 



lonische Polymersysteme sind besonders bevorzugt, da sie 
eine gute Haftung zur Tragerfolie und eine Immobilisierung 
der f Qr die Nachweisreaktion erforderlichen Enzyme zeigen. 
Die erfindungsgemaBen Nachweissysteme auf Basis ionischer 
Polymerer konnen mehrere Stunden lang mit Wasser gespQlt 
werden, ohne daB nennenswertes Ausbluten eintritt. 

Zum Herstellen der GieBlSsungen werden die fur die jewei- 
ligen Polymeren gangigen LSsungsmittel, wie z.B. Di- 
me thylfonnamid, N-Methylpyrrolidon oder Dioxolan ver- 
wendet, wobei gegebenenf alls anorganische, in der GieB- 
losung losliche Salze, wie LiCl, CaCl 2 oder Mg(ClOJ, als 
Porenbildner zugesetzt werden kOnnen. Als weitere Addi- 
tive kSnnen auch Stoffe, die in der GieB16sung unlos- 
lich sind und als PQUstoffe dienen, wie SiO_, TiQ 
(vgl. Europ. Patentanraeldung 0 077 509), BaSO , zno 
oder Cellulose- bzw. Agarosepulver, an denen gege- 
benenfalls biologisch aktives Material immobilisiert 
ist, zugesetzt werden. 

Die Herstellung erfindungsgemaBer, trSgergestOtzter, 
mikroporOser Nachweiselemente erfolgt dadurch, daB ein 
geeigneter Trfiger mit einer derartigen GieBlosung gleich- 
maaig beschichtet (Schichtdicke ca. 50 - 100 M m) und 
vorzugsweise gleich anschlieBend in ein Koagulationsbad 
getaucht wird, wobei die mikroporOsen, tragergesttitzten 
Polymerfilme entstehen. Die Zeit zwischen Beschichtung 
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des Tragers und der Koagulation wird mOglichst gering ge- 
halten (ca. einige Sekunden) damit d r Trager vom LBsungs- 
mittel der GieBlSsung nicht angegriffen wird. Als Koa- 
5 gulationsf IGssigkeit eignen sich z.B. Wasser Oder 

wSBrige Puf f erlOsungen, die gegebenenf alls auch Weich- 
macher, z.B, Glycerin, enthalten k&nnen. 

Durch die Natur des Koagulationsbades laBt sich in ein- 
facher Weise die Porenstruktur modif izieren. So k5nnen 

10 aus nur einer GieBlSsung durch Fallen in Wasser bei 

steigenden Temperaturen zunehmende PorengrBBen an der 
Membranoberf lache erzielt werden, wie sich durch REM- 
Aufnahmen von mikroporSsen Polymerf ilmen, die bei Raum- 
temperatur , 45°C und 60 °C koaguliert wurden, zeigen 

lb lSBt. Ahnliche Effekte lassen sich auch durch Verwendung 
von Gemischen aus Wasser rait organischen L&sungsmitteln, 
z.B. Wasser-Dimethylformamid erzielen. 

Als Trager fQr die erf indungsgemaBen Nachweiselemente 
eignen Bich prinzipiell makroskopisch glatte Polymer- 

20 folien, auf denen das verwendete Polymer system wahrend 
der Koagulation und auch nach dem Trocknen eine gute 
Haftung zeigt und die durch die PolymergieBlGsung keine 
Veranderung erleiden. Besonders bevorzugt werden trans- 
parente Polymerf olien, die auch durch die Tragerseite 

2 5 eine Auswertung der Farbreaktion ermOglichen. Ganz 

besonders bevorzugt werden transparente Polyethylentere- 
phthalatfolien. 
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Die ftir die Nachweisreaktion erforderlichen Reagenzien 
konnen auf verschiedene Art in die mikroporSsen Polymer- 
filme gebracht werden, beispielsweise durch Einrtihren in 
die GieBlosung, durch nachtrSgliches Tr&nken der porSsen 
5 Filme Oder durch eine Koinbination dieser beiden Verfahren. 

GemaB einer bevorzugten Variante werden in die erf in- 
dungsgemSBen Testvorrichtungen an sich bekannte enzym- 
haltige Reagenzsysteme ftir den Nachweis eines Analyten 
eingebracht. 

10 Eine einfache Methode zur Herstellung von mit Nach- 

weisreagenzien beladenen mikroporBsen Polymerf ilmen be- 
steht z.B. darin, daB man das verwendete Chromogen (z.B. 
3 , 3 1 , 5 , 5 1 -Tetramethylbenzidin) in der GieBlosung lost 
und diese nach dem Koagulationsverf ahren zu einem chromo- 

15 genbeladenen, mikroporSsen Film verarbeitet, der dann 

mit dem (gegebenenfalls gepufferten) Enzymsystem getr&nkt 
wird. 

Die erf indungsgemSBen Testmittel kSnnen auch als 
Mehrschichtensystem ausgebildet sein. Das ist dann von 

20 vorteil, wenn man auf eine Trennung der Nachweisreagenzien 
angewiesen ist. Beispielsweise kann eine Tragerfolie 
mit einer Polymer schicht versehen werden, auf die dann 
die asymmetrische Membran nach der beschriebenen Koagula- 
tionsmethode auf gebracht, oder eine separat hergestellte, 

25 trSgerfreie, fertige Membran auflaminiert wird. 
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In der zwischen TrSger und Membran bef indlichen Polymer- 
schicht k6nnen gegeb nenfalls alle Oder ein Teil der 
Nachweisreagenzien eingearbeitet sein, wobei sich der 
andere Teil der Nachweisreagenzien in der dariiber be- 
5 f indlichen Membran befindet. 

Als polymere Zwischenschicht, in die gegebenenf alls Nach- 
weisreagenzien eingearbeitet sein kBnnen (Reagenzienschicht) , 
eignen sich z.B. an sich bekannte Filme aus wSBrigen Dis- 
persionen, die zur Klasse der Polyvinylverbindungen, der 

10 Vinylmischpolymerisater der Polystyrolsulf onsSuren, der 

Polyamide oder der Polyurethane geh6ren. Da die reagenzien- 
haltige Schicht vorzugsweise in Wasser lbslich oder min- 
destens quellbar sein soil, sind Polyurethandispersionen, 
die gegebenenf alls mit wasserlttslichen oder wasserquell- 

15 baren Polymeren, wie Polyvinylalkohol , Polyethylenglykol , 
Celluloseether, Polyacrylamid, Poly aery lsSure oder Poly- 
vinylpyrrolidon gemischt werden, besonders geeignet. Ganz 
besonders bevorzugte Reagenzschichten werden aus Mischun- 
gen ionischer Polyurethandispersionen mit Polyvinyl- 

20 pyrrol idon erhalten. 

Das Beobachten der Farbreaktion kann, nach Abwischen 
des Probenttberschusses, von der Auf gabenseite (Mem- 
branoberflSche) her, oder bei Verwendung von transpa- 
renten TrSgern auch von der TrMgerseite her erfolgen, 
25 wobei der ProbentiberschuB nicht abgewischt zu werden 
braucht. Im letzteren Fall ist es bevorzugt, wenn sich 
das Chromogen in einer Reagenz schicht zwischen Membran 
und transparentem Trager befindet. 
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Die erfindungsgemfiBen Nachweiselemente eignen sich far 
die quantitative Bestimmung von nieder- und hochraole- 
Jcularen Komponenten in flttssigen Proben, insbesondere 
ftlr den quantitativen spektrophotometrischen Nachweis 
von Inhaltsstoffen in K6rperf ldssigkeiten, wie z.B. 
Bilirubin, Ketone, Triglyceride, Harnstoff oder 
Haemoglobin. Ganz besonders geeignet sind die erfin- 
dungsgemSBen Nachweissysterae, wie die anschlieBenden 
Beispiele zeigen, far den quantitativen Glucose-Nach- 
weis ira Vollblut, sowie far den Nachweis von Enzymen 
wie Glucoseoxidase oder Cholinesterase, den Nach- 
weis von Bilirubin oder Keton-KSrpern. 

Mengenangaben in den Beispielen sind, wenn nicht anders 
vermerkt, als Gewichtsteile bzw. Gewichtsprozente zu 
verstehen. 
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Beisplel 1 

G 1 uc OS e -Na chwe i s 

Mit Hilfe eines schnelldrehenden Rtihrers (Dissolvers) 
wurde eine GieBl&sung folgender Zusammensetzung herge- 
stellt; 



5 8.02 


9 


Disulf imid-Polyamid 


2.40 


g 


CaCl 2 


43.02 


9 


Dimethylforraaraid (DMF) 


0,01 


9 


AscorbinsSure 


0,01 


9 


Natriumcitrat 


10 0.40 


9 


CitronensSure 


0.48 


9 


3 , 3 1 , 5, 5 * -Tetramethylbenzidin 


45.40 


9 


Titandioxid 


0.13 


9 


Peroxidase (P0D f 277 U/mg) 


0.13 


9 


Glucoseoxidase (GOD, 116 U/mg) 



15 Mit dieser GieBlBsung wurde eine Polyethylenterephthalat- 
folie mit Hilfe eines Rakelmessers in einer Ziehst&rke 
von 100 pm gleichmaBig beschichtet. Dieser trdgergestdtzte 
Film wurde 10 Min. in einera 30 %igen wSBrigen Glycerin- 
bad koaguliert. Die dabei entstandene feste, tragerge- 

20 stQtzte Membran wurde mit warmer Luft (35 °C) getrocknet 
und mit Vollblut auf ihre Funktionsf fihigkeit tlberprflft. 
Das Blut wurde auf die Membranoberf l&che gegeben und nach 
einer Minute abgewischt. Etwa 30 Sek. nach dem Abwischen 
war auf der Membranoberf lSche eine homogene GrttnfSrbung 

2 5 entstanden. 
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Bei dem Disulf imid-Polyamid handelt es sich um ein in ei- 
ner Eintopf reaktion gemSB OS-PS 4 269 967 herg stelltes 
Polykondensat aus: 




Beispiel 2 
Glucose-Nachweis 

GieSlOsung: 13.73 g Polyurethan 

66.37 g Dimethylformamid 

7.24 g Polyurethandispersion in Wasser/ 

DMF 

0.07 g Natriumdioctylsulfosuccinat 
11.01 g Titandioxid 
0.79 g 3,3' ,5, S'-Tetramethylbenzidin 
0.79 g Ascorbins£ure. 

Bei dem verwendeten Polyurethan handelt es sich um ein 
thermoplastisches Material, welches durch Dmsetzung von 
75 Teilen eines Polyesters aus AdipinsSure, 70 Mol-% 
Ethylenglykol und 30 Mol % 1,4-Butandiol (MG » 2000), 
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25 Teilen eines Polyesters aus Adipinsflure und 1,4-Butan- 

diol (MG « 2250) , 
25 Teilen 1,4-Butandiol und 
85 Teilen Diphenylraethandiisocyanat 
erhalten wurde. 

Die Polyurethandispersion dient als Koagulierhilfsmittel 
und ist eine kationische, emulgatorf reie Dispersion eines 
Drasetzungsproduktes aus 

200 Teilen eines Polyesters aus AdipinsSure, Phthal- 
sMure und Ethylenglykol (MG « 1700) , 
50 Teilen Toluylendiisocyanat, 
20 Teilen N-Methyldiethanolamin und 
6 Teilen p-Xylylendichlorid. 

Die Herstellung der tragergestdtzten, mikroporSsen Poly- 
mermembran erfolgte wie in Beispiel 1 mit folgenden Ver- 
anderungen: 

Trftger: Polyethylenterephthalatfolie 
Koagulationsbad: 1 %ige LOsung von Na-Laurylsulf at. 

Nach dem Trocknen wurde der Film 1 Min. in einer 1 %igen 
POD (277 U/mg)/G0D (116 D/mg) -L5sung in Citratpuffer 
(pH 5,5) getrSnkt und getrocknet. 

Test mit Vollblut: 10 Sek. nach der Probenaufgabe war 
durch den transparenten Trfiger eine homogene Blaufarbung 
zu beobachten, ebenso nach Abwischen des ProbenQber- 
schusses an der Membranoberf lSche. 
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Mit 0,05, 0,1 und 0,5 %igen GlucoselCsungen ergaben sich 
sofort hbmogene Blaufarbungen, die entsprechend der 
steigend^n Glucosekonzentration zunehmende Parbintensi- 
tate (Farbabstufungen) zeigten. 

5 Dementsprechend konnten bei den ref lektometrischen Aus- 
wertungen fQr verschiedene Glucosekonzentrationen abge- 
stufte Ref lektionswerte gemessen werden. AuBerdem zeig- 
ten die Messungen, daB die Verfarbung in Abhangigkeit 
von der Glucosekonzentration im Bereich von 20 bis 800 mg 

10 Glucose/dl Wasser linear ist und daB der Endpunkt der 

Nachweisreaktion nach spatestens 40 Sekunden erreicht ist. 
Dies ist im Vergleich zu bekannten Testvorrichtungen 
als auBerordentlich schnell anzusehen. 

Die elektronenmiskroskopischen Untersuchungen (REM) des 
15 in Beispiel 2 beschriebenen Teststreif ensys terns zeigten, 
daB es sich urn eine hochporBse Membran handelt, wobei die 
mittlere PorengrSBe 0,5 \s betragt. 

Beispiel 2a 

Bilirubin-Teststreifen 

20 GieBl&sung und Herstellung der Membran wie in Bei- 
spiel 2, jedoch ohne TMB und Ascorbinsaure. 

Die Polymermembran wurde mit 

1,68 g p-Toluolsulfonsaure, 

0,18 g Naphthalindisulfonsaure-(l,5)- 
25 dinatriumsalz. 
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2,00 g 7-(2,3-Dihydroxypropyl) - theophyllin , 
0,06 g Natriuranitrit und 
0,10 g Saponin 
in 9 ml destilliertem Wasser 

getrankt und getrocknet. 

Die aus der getrankten Membran gefertigten Teststreifen 
farben sich nach Aufgabe von verschiedenen Konzentra- 
tionen eines Bilirubinkontrollserums unterschiedlich 
stark braun. 

Beispiel 2b 

Ketonk5rper-Teststreifen 

GieBlBsung und Herstellung der Membran wie in Beispiel 
2, jedoch ohne TMB und Ascorbinsaure. 

Die Polymermembran wurde mit 

2 g Nitroprussidnatrium und 
8,2 g Magnesiumsulfat 
in 11 ml destilliertem Wasser 

nach Einstellung eines pH-Wertes von 9,4 getrankt und 
getrocknet. 
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Nach dem Eintauchen der geschnittenen Teststreifen 
in Acetessigsaurel6sungen oder Urin verfarben sich 
die Teststreifen je nach der KetonkGrperkonzentration 
unterschiedlich stark violett. 

Beispiel 3 

Glucose-Nachweis 

Zweischichtensystera 

A) Herstellen einer trSgergestQtzten Reagenzienschicht 

8.40 g wasrige Polyurethandispersion 
3.00 g Polyvinylpyrrolidon (MG 350000) 
0.50 g Tetramethylbenzidin (gel&st in 1 g Ethyl - 
acetat) 

je 0.12 g Glucoseoxidase (116 0/mg) und Peroxidase 

(277 D/mg) 
und 0.025 g Ascorbinsaure 

werden zusammengerflhrt, auf eine Polyesterf olie be- 
schichtet und roit Warraluft getrocknet f wobei man 
eine trSgergestQtzte Reagenzschicht erhSlt. 

Bei der Polyurethandispersion handelt es sich urn eine 
40 %ige waBrige Dispersion eines Dmsetzungsproduktes 
aus 
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82 Teilen eines Polyesters aus Adipinsaure, Hexandiol 

und Neopentylglykol (MG « 1700) , 
15 Teilen Hexamethylendiisocyanat, 

2 Teilen Na-Ethylendiamin-ethanolsulfonat und 

1 Teil Ethyl end iamin. 

Diese tragergesttttzten Reagenzschichten ergaben rait 
waflrigen Glucosel5sungen ca. 20 Sek. nach der Pro- 
benaufgabe homogene, mit unterschiedlichen Glucose- 
konzentrationen abgestufte Verfarbungen (vgl. Bei- 
spiel 2) . 

B) Aufbringen einer asymmetrischen Phaseninversions- 
raembran 

a) alle Nachweisreagenzien in der Reagenzschicht 

Auf die in Beispiel 3A) beschriebene tragergesttitzte 
Reagenzschicht wurde die in Beispiel 2 beschriebene 
GieBlBsung, die jedoch das dort beschriebene Tetra- 
raethylbenzidin sowie die Ascorbinsaure nicht enthielt, 
beschichtet und in 1 %iger wasriger Na-Lauryl- 
sulfatlSsung koaguliert. 

Nach dem Trocknen mit warmer Luft wurde mit waBrigen 
Glucoselfisungen sowie Vollblut getestet. Es konnten 
ca. 30 Sekunden nach der Probenaufgabe von der Tra- 
gerseite aus homogene, konzentrationsabhangige 
Blaufarbungen beobachtet werden. 
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b) Reagenzien in verschiedenen Schichten 
Aus 

8.40 g wasriger Polyurethandispersion (siehe 
Beispiel 3) 

3.00 g Polyvinylpyrrolidon (MG 350 000) und 
je 0.12 g Glucoseoxidase (116 U/rag) und Per- 
oxidase (277 D/mg) 

wurde in Analogie zu Beispiel 3 A) eine trSger- 
gestatzte, enzymhaltige Schicht hergestellt. 
Darauf wurde die in Beispiel 2 beschriebene GieB- 
ISsung beschichtet, in 1 %iger Na-Laurylsulf atlCsung 
koaguliert und getrocknet. Beim Test mit Vollblut 
konnte ca. 40 Sek. nach Probenaufgabe und Abwischen 
der Erythrozyten eine horaogene Blauffirbung von der 
Aufgabeseite aus beobachtet werden. Mit den unter- 
schiedlich konzentrierten Glucoselfisungen ergaben 
sich abgestufte Blauf arbungen. 

Beispiel 4 

Gl ucose-Nachweis 



20 Zweischichtensystem mit Reagenzschicht . 

GieSlBsung fur die Reagenzschicht: 

8.00 g der Polyurethandispersion aus B: ispiel 3 
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1.00 g Polyvinylpyrrolidon (MG 10 000) 

0.05 g Tetraraethylbenzidin, gelOst in 10 g Ethylacetat 

0.10 g Glucoseoxidase (116 U/rog) 

0.10 g Peroxidase (277 D/mg) gelOst in 2 ml Wasser 

0.01 ml einer 5 %igen wSSrigen AscorbinsaurelGsung 

vurden zusammengertthrt, auf eine Polyethylenterephthalat- 
folie beschichtet und mit Warmluft getrocknet (« trager- 
gestatzte Reagenzschicht) . 

Auf diese trSgergestatzte Reagenzschicht brachte man eine 
nach dera Phaseninversionsverf ahren hergestellte Polyamid- 
membran aus folgender GieBlBsung: 

8.10 g Polyamid (Polykondensationsprodukt aus Hexa- 
methylendiamin und Isophthalsaure gemSB 
DE-OS 27 43 515) 

2.40 g CaCl 2 

43.00 g Dimethyl formaraid 
46.00 g Ti0 2 

Beschichtungsstarke: 100 pra 

Koagulationsbad: 30 %ige wSBrige GlycerinlCsung 

Test mit Vollblut: Auf die Membranoberf lache wurde ein 
Tropfen Blut gegeben. Etwa 10 Sek. nach der Probenauf- 
gabe konnte durch den transparenten TrSger eine homogene 
Blaufarbung beobachtet werden. 

Mit unterschiedlich konzentrierten GlucoselSsungen 
(vgl. Bsp. 2) ergaben sich abgestufte Blauf arbungen. 
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Beispiel 5 

Gl ucose-Nachweis 

Membran mit Reagenzschicht 

GieBlSsung ftir die Membran: 

5 20.00 g Polysulfon (Kondensationsprodukt aus Bisphenol A 
und Bis (chlorphenylsulf on) ; Udel P 1700 ; Handels- 
produkt der Pa. Onion Carbide) wurden in 
80.00 g N-Methylpyrrolidon gelQst. 

Die GieSlttsung wurde mit einem Rakel auf eine Glasplatte 
10 aufgetragen (100 pm) und zur Koagulation in ein wSBriges 
10 %iges Glycerinbad getaucht. Dabei IQste sich der Film 
vom Glastrager und man erhielt eine trSgerfreie, asymmetri 
sche Membran. 

Nach dem Trocknen wurde die Polysulfonmembran auf der 
15 Rttckseite (Filmseite, die sich auf dem TrSger befand) 
mit der in Beispiel 4 beschriebenen Reagenzschicht be- 
schichtet. 

Test mit Vollblut: Auf die Membranoberf lSche wurde ein 
Tropfen Blut gegeben. Etwa 30 Sek. nach der Probenauf- 
20 gabe konnte in der Regenzschicht eine homogene Blaufar- 
bung beobachtet werden. Mit unterschiedlich konzen trier- 
ten GlucoselOsungen ergaben sich abgestufte Blaufarbun- 
gen. 
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Beispiel 6 
Enzyra-Nachweis 

Die in Beispiel 2 beschriebene Membran vurde nach dem 
Trockner rait einer 1 %igen waBrigen Glucose/POD 
5 (277 D/mg)-L6sung getrankt und getrocknet. 

Beim Test mit verdtinnten GOD-L8sungen (20 D/ml; 40 D/ral; 
80 D/ral; 120 D/ral; 160 D/ml) war sofort nach der Proben- 
aufgabe an der Membranoberf l&che sowie durch den trans- 
parenten Trflger eine homogene Blaufarbung zu beobachten, 
10 die entsprechend der GOD-Konzentration abgestuft war, 

Beispiel 6a 

Cholinesterase-Teststreif en 

GieSlBsung und Hers tel lung der Membran wie in Bei- 
spiel 2, jedoch ohne TMB und AscorbinsBure. 

15 Die Membran wurde in einer LBsung aus 40 rag Indoxyl- 
acetat in 5 ml Ethyl acetat und 120 mg 2-Methoxy-4- . 
morpholino-benzoldiazoniumchlorid . ZnCl 2 in 5 ml 
Methanol und anschlieBend nochmals mit Tris-HCl- 
Puffer (0,4 M; pH 7,5) getrankt und getrocknet 

20 und dann zu Teststreifen verarbeitet. 

Die Teststreifen verfarben sich nach Aufgabe von 
Cholinesterasel&sungen und Serum je nach Enzym- 
aktivitat unterschiedlich schnell blau. Die Ver- 
farbung kann mit einem Ref lektionsmessgerat 
2 5 quantitativ ausgewertet werden. 
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Patentansprttche 

1. Testvorrichtung far den Nachweis einer Komponente 
in einer fldssigen Probe , wobei die Vorrichtung 
eine Tragerschicht, eine mikroporose Polymerschicht, 
gegebenenfalls weitere Schichten sowie inkorporiert 
in einer oder mehreren der Schichten Reagentien far 
den Nachweis der zu bestimmenden Komponente umfaBt, 
dadurch gekennzeichnet, daS die mikroporose Polymer- 
schicht eine nach dem Koagulationsverf ahren herge- 
stellte Mem>ran mit asyinmetrischer Porenstruktur ist, 
wobei sich die Poren zur Seite der Probenauf gabe hin 
verengen, und daB die Tragerschicht makroskopisch glatt 
und vorzugsweise unter den Testbedingungen far die 
Probe undurchlSssig ist. 

2. Testvorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die mikroporBse Polymerschicht alle Rea- 
gentien far den Nachweis der zu bestimmenden Kompo- 
nente enthait. 

3. Testvorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die mikroporose Polymerschicht sich 
direkt auf der makroskopisch glatten Tragerschicht 
befindet. 

4. Testvorrichtung nach Anspruch l f dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sich zwischen Tragerschicht und 
mikroporoser Polymerschicht ein Polymerfilm (Rea- 
genzschicht) befindet, welcher einen Teil oder alle 
Reagentien far den Nachweis der zu bestimmenden Kom- 
ponente enthait. 
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5. Testvorrichtung nach Anspruch 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Verhaitnis der mittleren 
Porendurchmesser an der Membranunterseite zu jenen 
an der Membranoberf ldche grfiSer als 10:1 1st. 

5 6. Testvorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der als Reagenzschicht dienende 
Polyraerfilm wasserl6slich oder in Wasser quellbar 
ist. 

7. ' Testvorrichtung nach AnsprQchen 1 bis 6, dadurch ge- 
10 kennzeichnet, daB die Membran aus einem Polymeren 

aus der Gruppe Polyamide, die gegebenenf alls Disulfid- 
gruppen tragen, Polyethercarbonate, Polyacrylnitrile 
und Polyurethane, die gegebenenf alls Polymerdisper- 
sionen sowie gegebenenf alls unlSsliche FQllstoffe 
15 enthalten, aufgebaut ist, 

8. Analytische Methode zum Nachweis einer Komponente 
in einer flttssigen Probe, dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Testvorrichtung gem&B Anspruch 1 bis 
7 mit der Probe in Kontakt bringt, wobei die Pro- 

20 ' benaufgabe in der Weise erfolgt, daB die Probe 

in die Membran an der Oberfiache mit dem engeren Po- 
rendurchmesser eintritt, und die Nachweisreaktion 
verfolgt. 

9. Methode nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
2 5 daB man die Probe auf die Membranoberf ISche auf- 

bringt und die Nachweisreaktion von der Aufgaben- 
seite her beobachtet. 
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10. Methode nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Testvorrichtung mit transparenter 
Trfigerschicht verwendet und die Nachweisreaktion 
von der Tragerseite her beobachtet. 
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